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© Precede pour eliminer I'oxygene dans les aliments et les boissons, et composition enzymatlque 
utillsee a cet effet 



© On decrit un procedure pour empecher I'auto- 
oxydatjon des substances alimentaires pouvant se 
degrader par oxydation avec I'oxygene moleculaire 
et/ou radicalaire qui consiste a ajouter a ces sub- 
stances una composition enzymatique comprenant 

c^une oxydase, le substrat correspondant a I'oxydase, 

<£la catalase et la superoxyde dismutase. 
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PROCEDE POUR EUMINER L'OXYGENE DANS LES ALIMENTS ET LES BOISSONS ET COMPOSITION 

ENZYMATIQUE UTIUSEE A CET EFFET. 



La presente invention se rapporte a un precede 
pour eliminer ('oxygene present dans les aliments 
ou les boissons. En particulier, la presente inven- 
tion concerns un precede pour eliminer aussi bien 
I'oxygene moleculaire que I'oxygene radicalaire s 
present dans les boissons et plus specialement 
dans les boissons a pH acide comme la biere. La 
presente Invention se rapporte egalement a une 
composition enzymatique. contenant de la supero- 
xyde dismutase, qui est utilisee pour realiser le 10 
precede de I'invention. 

Dans le domaine de la conservation des ali- 
ments et des boissons en parh'culier, les effets 
nefastes de I'oxygene present en solution aqueuse 
sont bien connus. En I'occurence, ces effets se ts 
traduisent par des changements de coloration et de 
changements de gout Ces effets son dOs principa- 
lement auz radicaux libres formes lors de la 
reaction de I'oxygene avec des solutes reducteurs. 
Afin de reduire ces effets nefastes de I'oxygene, on 20 
utilise des agents anti-oxydants. 



On connalt divers systemes qui sont utilises., 
pour Eliminer I'oxygene des aliments ou des bois- 
sons comme par exemple la catalase et les oxydo- 
reductases qui sont utilises pour proteger les ali- 
ments contre les effets de degradation dOs a 
I'oxygene; ce systems permet notamment de 
require fortement la concentration en oxygene dis- 
sous, mais malheureusement il n'a aucun effet sur 
I'oxygene present sous forme radicalaire, qui est 
responsable de mecanismes de degradation. 

On connait egalement des systemes faisant 
appel a la superoxyde dismutase seule, comme 
decrit notamment dans le brevet US 3.920.521. 
Cependant, la superoxyde dismutase ne consom- 
me pas reellement I'oxygene et elle n'empeche 
pas toutes les reactions avec les diffirents 
reducteurs du milieu, puisque selon la reaction (1), 
elle capte I'ion superoxyde et reforme de 
I'oxygene. 



(1) 



°2 



°2 



2 H 



H 2°2 + °2 



De plus, il est bien connu que la superoxyde 
dismutase n'a qu'un faible pouvoir anti-oxydant a 
pH inferieur a 5 et ceci est dO al'existence 
ephemere du radical 0<j "a pH acide comme le 
montrent les equations (2) et (3). 



30 



12) 0*~ + H 
(3) H* + 0; 



HO" (pK = 4,88) 
> HOj + 0 2 (K = 2.5. 10 8 ) 



A L'heure actuelle, pour fa conservation* des 
aliments et en particulier des boissons, soit que 
Con quenche I'oxygene moleculaire, soit que I'on 
ajoute un anti-oxydant qui aura pour effet de main- 
tenir la teneur en oxygene a une certaine teneur 
que Ton s'impose. 

Or il semble neScessaire pour ameiiorer 
considerablement le facteur conservation de capter 
a la fois Toxygene moleculaire et I'oxygene radica- 
laire, de maniere a Scatter tout risque de 
degradation oxydative au milieu. 

La presente invention a pour but de remedier 
aux inconvenients mentionnee ci-dessus. 
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La presente invenion a pour objet un precede 
qui permette d'eliminer la presence d'oxygene tant 
sous forme moleculaire que sous forme radicalaire, 
dans les aliments, les boissons et en particulier 
dans les boissons dont le pH est inferieur a 5. 

La presente invention a egalement pour objet 
une composition antioxydante contenant de la su- 
peroxyde dismutase, qui peut etre utilisee dans le 
precede" de I'invention. 
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Le precede de la presente invention pour 
eliminer I'oxygene tant moieculaire que radicalaire 
de substances alimentaires pouvant se degrader 
par oxydation, est caracterise en ce que Ton ajoute 
a ces substances une composition enzymatique 
comprenant une oxydase et son substrat, la catala- 
se et la superoxyde dismutase. 

La Demanderesse a trouve d'une maniere inat- 
tendue qu'en ajoutant a des substances alimentai- 
res et particulierement a des boissons dont le pH 
est acide, une composition enzymatique compre- 
nant a la fois une oxydase et son substrat, la 
catalase ainsi que la superoxyde dismutase. on 
obtient une duree de conservation deces substan- 
ces nettement .amelioree concretisee par une te- 
neur en oxygene considerablement r&Juite dans le 
milieu. 

Ceci est d'autant plus inattendu qu'il est bien 
connu que I'effet anti-oxydant de la superoxyde 
dismutase n'est que tres ephemere a faible pH 
compte tenu de la constante de vitesse de la 
reaction (3) mentionnee ci-avant 

Parrm les substances alimentaires qui peuvent 
etre traitees, on peut notamment citer la mayonnai- 
se, les pates de dentifrice, les chewing gums, la 
poudre de lait, les cafes solubles et autres analo- 
gues. 

Le precede de Pinvention est particulierement 
approprie pour traiter les boissons comme la biere 
dont le pH est voisin de 4, les jus de fruits ou de 
legumes et autres analogues. 

La composition enzymatique utilisee dans le 
procecle de I'invention comprend necessairement 
une' oxydase et son substrat sauf si ce dernier est 
deja present dans le milieu, la catalase. et la supe- 
roxyde dismutase. On peut dire que ('utilisation 
conjointe de ces trois enzymes donne lieu a un 
effet de synergie du point de vue des propri£tes 
anti-oxydantes. En effet, lorsque ces enzymes sont 
ub'lisees seules ou m§me en melange deux a deux, 
les resultats sont loin d'etre probahts. et n'incitent 
pas I'homme de 1'art a les combiner. 

La composition enzymatique utilisee dans le 
precede de I'invention comprend tout d'abord une 
oxydase et son substrat. Comme oxydases appro- 
priees, on peut utiliser la glucose oxydase, I'oxalate 
oxydase, la lactata oxydase. I'ethanol oxydase. I'as- 
corbate oxydase et des amino-acides oxydases; 
les substrats a utiliser sont evidemment le glucose, 
I'acide oxalique, i'acide lactique, I'ethanol, I'acide 
ascorbique et les aminoacides correspondants. 
Toutes ces oxydases sont disponibles commercia- 
lement, cependant pour des raisons de facility, on 
prSfere utiliser la glucose oxydase. 

La quantity d'oxydase a mettre en oeuvre est 
generalement comprise entre 0,1 et t ppm base 
sur le milieu. Dans le cas ou I'on utilise la glucose 
oxydase, on peut exprimer sa teneur en unites 



Sorett et celle-ci est generalement comprise entre 
25 et 100 unites Sorett/I de milieu. L'unite Sorett 
est la quantite d'enzyme qui consomme 10 ml 
d'oxygene par minute a pH 5,6, en presence de 3 

s % de glucose et d'air sature en oxygene, a 30 "C 
et en presence d'un exces de catalase. Les unites 
de concentration utilisees dans le present texte 
sont exprimees en unites de poids par volume, par 
exemple tig/) pour ppm. 

ro Le substrat est introduit dans le milieu, sauf s'il 
y est deja present en quantites suffisantes, a rai- 
son de 0.05 a 2 % et de preference de 0,1 i 1 % 
base sur le milieu. 

La deuxieme enzyme utilisee dans la compo- 

;5 sition de I'invention est constitute par la catalas . 
La catalase est egalement une enzyme bien con- 
nue pour son action anti-oxydante lorsque utilisee 
avec une oxydase. 

La catalase seule ou en melange avec la supe- 

20 roxyde dismutase n'a pratiquement aucun effet 
antioxydant. 

Selon le precede de I'invention, on utilise la 
catalase a raison de 2.000 a 20.000 unites/litre de 
milieu et le plus souvent de 5.000 a 12.000 

25 unites/litre de milieu. La catalase est disponible 
commercialement et dans certains cas, comme 
dans la glucose oxydase, elle y est deja presente. 
Les unites de catalase sont des micromoles de 
produit forme" (0*) par ml, par minute et par mg de 

30 catalase. 

La composition enzymatique de I'invention 
comprend egalement de la superoxyde dismutase. 

On introduit de la superoxyde dismutase dans 
le milieu a raison de 0,3 a 1,5 ppm t d 

35 preference de 0,5 a 1 ppm. La superoxyde dismu- 
tase utilis ee dans la composition de I'invention 
peut provenir de toute source appropriee comme 
l'6rythrocyte ou encore de souches bacteriennes 
marines comme Photobacterium Phosphoreurn, 

40 Phosphoreurn Leiognathi et Phosphobacterium Se- 
pia. 

La Demanderesse a trouvi d'une maniere inat- 
tendue que I'utilisation conjointe de ces trois enzy- 
mes permettait une elimination de I'oxygene tant 

45 moleculaire que radicalaire de loin supen'eure a ce 
que est obtenu avec les systemes usuels. Oe plus, 
le precede et la composition de I'invention sont 
particulierement applicables aux boissons a faible 
pH, notamment inferieur a 5. comme la biere. 

so On a d'ailleurs remarqu6 qu'avec la compo- 

sition de I'invention. on reduit la concentration en 
oxygene dissous dans la biere a quelques dizaines 
de ppb seulement alors qu'avec les systemes anti- 
oxydants usuels comme I'acide ascorbique. 

55 I'oxygene residuel reste a un niveau compris entre 
200 et 500 ppb. 
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Les exemples suivants servent a mieux illustrer 
le procede et la composition de I'invention. mais 
sans pour autant en (imiter la portee. 

Exemple 1 

On a introduit dans une bouteiile de biere de 
25 c! de pH = 4,2 une compostion enzymatique 
comprenant de la glucose oxydase, le glucose 
comme substrat, la catatase et la superoxyde di- 
smutase. 

On a utilise la glucose oxydase (GOD) a raison 
de 0,5 ppm par rapport au milieu. On a ensuite 
ajoute du glucose a raison de 0,1 % base sur (e 
milieu ainsi que de la superoxyde dismutase - 
(SOD) a raison de 1 ppm par rapport au milieu. 

Apres avoir introduit la composition enzymati- 
que dans la biere, on a forme la bouteiile, et on a 
etudie la resistance du milieu au vieillissement, en 
portant la biere a une temperature de 50"C pen- 
dant 40 heures. 

On a mesure la resistance au vieillissement par 
le test a I'acide thiobarbiturique. Ce test permet de 
determiner par une methode coIorimStrique la 
quantite de produits carbonyles formes par oxyda- 
fion de la biere. Apres refroidissement de ia biere, 
on en prend un echantillon de 5 ml que Ton intro- 
duit dans un tube de 15 ml contenant 2 ml d'une 
solution contenant 0,33 % d'acide thiobarbiturique 
dans un melange 50/50 acide acetique-eau. Apres 
melange, on porta le tube a 60 °C pendant 1 
heure, on refroidit et on lit l'absorbance a 530 nm. 
L'absorbance est indiquee en % de la valeur ia 
plus elevee prise egale a 100 %. une valeur elevee 
etant significative d'une meilteure resistance. 

Avec la composition de I'invention, on a obtenu 
une valeur de 100%. 

A titre de comparaison. on a determine la 
resistance d'une biere a laquelie on a ajoute uni- 
quement la GOD. le glucose et la catalase, dans 
les mimes proportions que ci-dessus. Comme 
contrSle. on a egalement teste une biere qui a 
eteaeree. Les resuitats furent les suivants: 

-controle : 37,11 % -GOD + glucose + catalase : 
84,25 %. 

Ceci montre qu'en appliquant le procecfe de 
I'invention, on obtient une biere ayant une beau- 
coup plus longue duree de vie. 



Exemple 2 

On a introduit dans une bouteiile de biere de 
25 cl de pH = 4,2 une composition enzymatique 

s comprenant de la glucose oxydase a raison de 0,5 
ppm basee sur le milieu, du glucose a raison de 
0,1 % base* sur le milieu et 0,5 ppm de SOD par 
rapport au milieu. 

Apres avoir introduit cette composition dans la 

io biere, on a ferm4 la bouteiile et on a etudie' le 
pouvoir recfucteur de la biere, en portant la biere a 
une temperature de 50"C pendant 40 heures. 

On determine le pouvoir reducteur de la biere 
en mesurant la reduction de complexe de 

js dipyridyle/Fe 1 * (incolore) en dipyridyle/Fe J+ - 
(rouge) au moyen des substances re*ductrices de la 
biere. 

On mesure l'absorbance (en %) a 510 ran. 

La valeur de absorbance de la biere fralbhe 
so non aeree est prise comme egale a 100 %. 

Avec la composition de I'invention, on a obtenu 
une absorbance de 93,3 %. 

A titre de comparaison. on a determine le 
pouvoir reducteur d'une biere a laquelie on a 
25 ajout€ uniquement la GOD, le glucose et la catala- 
se dans les memes proportions que ci-dessus. 

Pour controle, on a egalement pris un 
echantillon aere. Les resuitats furent les suivants: 

30 -contrSle : 85,9 % -GOD + glucose + catalase : 
88,6% 

Ceci montre que la biere traitee avec fa com- 
position de I'invention a un meilleur pouvoir 
reducteur. 

35 

Exemple 3 

On a teste differents systemes enzymatiques 
et autres a base d'acide ascorbique pour 4liminer 
40 i'oxygene de la biere, responsable de perte de 
saveur et autres reactions de degradation. 

On a ainsi ajoute diverses compositions, re- 
prises dans le tableau I, a differentes bouteilles de 
biere de 25 cl, biere dont le pH etait de 4,2. 
45 Apres avoir injects 10 ml d'air bouteiile, on a 
ajouti la composition anti-oxydante. on a referme 
la bouteiile, on I'a agitee a 100 t/min a une 
temperature de 25° C pendant 64 heures. 

On a determine la teneur en oxygene dissous 
so dans la biere. Tous les resuitats sont indiques au 
tableau I. 
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TABLEAU I 



Essa i 



Compos i t i o n 



ContrSle - aere 



Teneur en 0 ,, dissous 
( ppm) 
3,19 



GOO (50 unites Sorett/1) 
+ catalase ( 1 0 4 U. ) 
+ glucose (a 0,25 %) 



0, 05 



Catalase (10 U) 



3 , 73 



SOD 0,5 ppm 



SOD (0,5 ppm) 

4 

+ catalase (10 U) 



3, 55 
3,61 



GOD (50 unites Sorett) 
+ catalase ( ) 0 4 U) 
+ 0,5 % glucose 
+ SOD 0,5 ppm 



0.00 



7 Acide ascorbique ( 

Cet exemple montre que seule la composition 
de I'invention montre une elimination complete de 
I'oxygene dissous. 



Revendications 

1) Precede pour empecher I'auto-oxydation 
des substances alimentaires pouvant se degrader 
par oxydatton avec I'oxygene moleculaire ettou ra- 
dicalaire, caractense en ce que Ton ajoute a ces 
substances alimentaires une composition enzymati- 
que comprenant une oxydase et son substrat, si ce 
dernier n'est deja pas present dans le milieu, la 
catalase et la superoxyde dismutase. 

2) Procede selon la revendication 1 selon le- 
quel les substances alimentaires sont choisies prin- 
cipafement parmi la mayonnaise, les pates de den- 
tifrice, les chewing-gums, la poudre de lait, les 
cafes solubles, et les boissons comme la biere, les 
jus de fruits et les jus de legumes. 

3) Proc£d§ selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 et 2 caractensg en ce que I'on utilise 
une oxydase choisie dans le groupe comprenant la 
glucose oxydase, I'oxalate oxydase, la lactate oxy- 
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30 ppm) 2,86 

dase, I'ethanol oxydase, Pascorbate oxydase et les 
amino acides oxydases, et le substrat correspon- 
dent choisi parmi le glucose, I'acide oxalique. I'aci- 
de lactique, I'ethanol, I'acide ascorbique et les ami- 
no acides correspondents. 

4) Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3 caracterisg en ce que Ton ajoute 
une oxydase a raison de 0,1 a 1 ug/l de milieu, le 
substrat a raison de 0,05 a 2 % bas6 sur le milieu, 
la catalase a raison de 2.000 a 20.000 unite*s/l de 
milieu et de preference a raison de 5.000 a 12.000 
unites, et la superoxyde dismutase a raison de 0,3 
a 1,5 ug et de preference a raison de 0,5 a 1 ug/l 
de milieu. 

5) Proc6d§ selon I'une quelconque des reven- 
dications prec6dent.es caracterise" en ce que I'on 
ajoute a de la bifere, une composition enzymatique 
comprenant de 0,1 a 1 ug/Iitre de biere de glucose 
oxydase, de 0,05 a 2 % de glucose par rapport a 
la biere, de 2.000 a 20.000 unites de catalase par I 
de biere et de 0,3 I 1,5 ug/l de biere de superoxy- 

55 de dismutase. 

6) Composition enzymatique pour gliminer 
I'oxygene moleculaire et/ou radicalaire de substan- 
ces alimentaires pouvant se degrader par oxyda- 
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tion. caracterisee en ce qu'elle comprend de 0,1 a 
1 ug/I de milieu d'une oxydase, de 0,05 a 2% base 
sur Is milieu d substrat correspondant a I'oxyda- 
s , de 2.000 a 20.000 unites/I de milieu de catalase 
et de 0,3 k 1,5 ug/1 da milieu de superoxyde 
dismutase. 

7) Composition selon la revendication 6, ca- 
racterisee en ce que les substances alimentaires 
pouvant se degrader par oxydafion sont choisies 
principalement parmi la mayonnaise, les pates 
dentifrice, les chewing-gums, la poudre de laft, les 
cafes solubles et les boissons comme la biere, les 
jus de fruits et de legumes. 

8) Composition selon Tune quelconque des re- 
vendications 6 et 7 caracterisee en ce que I'oxyda- 
se est choisie parmi la glucose oxydase, I'oxalate 



oxydase, la lactate oxydase, I'ethanol oxydase, 
I'ascorbate oxydase et les aminoacides oxydases, 
et en ce que le substrat correspondant est choisi 
parmi le glucose, I'acide oxaliqu , I'acid lacb'que, 

s I'ethanol, I'acide ascorbique et les amino acides 
correspondents. 

9) Composition selon Tune quelconque des re- 
vendications 6 a 8 caracterisee en ce qu'elle com- 
prend de la biere comme substance alimentaire 

10 pouvant se degrader par oxydation, et une compo- 
sition enzymatique comprenant de 0,1 a 1 ug/I de 
biere de glucose oxydase, de 0,05 a 2 % base sur 
la biere de glucose comme substrat, de 2.000 a 
20.000 unites/I de biere. de catalase et de 0,3 a 1,5 

»5 ug/I de biere de superoxyde dismutase. 
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